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di annegare nella piccola alluvione 
delle sue lacrime. Siamo qui con voi 
e, nonostante tutto, come voi siamo 
vivi.”   Giorgio Faletti
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1.INTRODUZIONE  
 
1.1 Il problema dei farmaci come contaminanti ambientali  
I prodotti farmaceutici sono sempre più utilizzati nella medicina umana e veterinaria, e 
sono capaci di resistere ai processi del trattamento delle acque, entrando così negli 
ecosistemi acquatici (Santos et al., 2010). Il loro consumo è notevole, basti pensare 
all’elevato uso che se ne fa giornalmente di antinfiammatori non stereoidei-analgesici, 
antibiotici, regolatori di lipidi, beta bloccanti, steroidi ed ormoni correlati (Halling-
Sorensen et al, 1998;. Fent et al, 2006;. Daughton e Ternes, 1999).  
A causa della loro incompleta eliminazione negli impianti di depurazione, residui di 
farmaci e loro metaboliti si riversano nelle acque superficiali (Fent et 
al., 2006;. Richardson e Bowron, 1985).  
Negli ultimi anni, la nostra conoscenza sulla presenza ambientale dei prodotti 
farmaceutici è aumentata grazie alle nuove tecniche analitiche in grado di rilevare 
composti polari in quantità minime, ma le informazioni sulla loro dispersione  
nell'ambiente sono ancora limitate (Fent t al., 2006;. Kolpin et al., 2002). I prodotti 
farmaceutici sono stati rilevati in molti paesi negli effluenti degli impianto di 
trattamento delle acque reflue, nelle acque superficiali, in acqua di mare, e nelle acque 
sotterranee a concentrazioni che vanno dai microgrammi ai nanogrammi per litro 
(Halling-Sorensen et al., 1998;. Fent et al., 2006;. Daughton e Ternes, 1999). E’ 
documentata anche la presenza nelle acque potabili (Daughton, 2010). 
Nel trattamento delle acque reflue, due sono  i processi di eliminazione generalmente 
importanti: assorbimento di solidi sospesi (fanghi di depurazione) e biodegradazione. 
L’assorbimento dipende sia dalle interazioni idrofobiche ed elettrostatiche dei farmaci 
con particelle e microorganismi. Acidi farmaceutici ome il FANS, acido 
acetilsalicilico, ibuprofene, fenoprofen, ketoprofene, naprossene, diclofenac e 
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indometacina valori che hanno pKa che vanno da 4,9  ,1, così come l'acido clofibrico, 
bezafibrato (pKa 3,6) e gemfibrozil hanno poco tendenza di assorbimento per i fanghi.  
Il comportamento e il destino dei farmaci e la loro metaboliti per l'ambiente acquatico 
non è ben conosciuto. La bassa volatilità dei farmaci indica che la distribuzione 
nell'ambiente si verifica principalmente attraverso il trasporto nelle matrici acquose, 
tuttavia la diffusione nello spessore del suolo rende possibile il raggiungimento della 
falda acquifera; inoltre è possibile anche il trasferimento all’interno della catena trofica 
seppure non del tutto dimostrato (Fent t al., 2006). Comunque, una dimostrazione che 
questo può accadere, è rappresentata dall’antinfiammatorio diclofenac, che se presente 
nelle prede degli avvoltoi passa ad essi causando gravi effetti renali (Oaks et al., 2004). 
Sono disponibili molti dati concernenti le concentrazioni dei farmaci nelle varie matrici 
acquatiche; inoltre sono disponibili i risultati di molti esperimenti che hanno valutato la 
tossicità acuta dei farmaci per le alghe, i crostacei o altri organismi tipicamente usati nei 
test ecotossicologici. Questi test hanno concluso che le concentrazioni a cui i farmaci 
sono presenti in ambiente sono troppo basse per avere eff tti sugli organismi. Tuttavia, 
le evidenze ottenute a larga scala concernenti i farmaci impiegati come ormoni sintetici 
(ad es. i farmaci contenuti nella piccola anticoncezionale, hanno spinto la comunità 
scientifica ad andare oltre, e ottenere informazioni circa la tossicità cronica, o di 
bioaccumulo dei prodotti nel biota o nelle catene alimentari. Questi studi hanno fornito 
risultati molto interessanti ed appare evidente che, seppur non letali, i farmaci già alle 
basse concentrazioni con cui sono presenti in ambiente possono avere effetti sul biota . 
Occorre tenere presente che, rispetto ai comuni inquinanti che derivano da processi 
industriali, i farmaci sono stati progettati per avere effetti sugli organismi e una 
specifica modalità di azione svolta a concentrazioni molto basse. Invece, assunzioni a 
dosi maggiori possono avere effetti collaterali che i si attende possano essere causati 
anche negli organismi acquatici. I meccanismi d’azione dei prodotti farmaceutici sono 
noti a livello degli organismi a cui sono destinati, ma non altrettanto negli organismi 
non bersaglio che abitano le acque interne o costiere (Santos et al., 2010). Questi 
potrebbero essere molto differenti, con effetti meno intensi ma anche più gravi data la 
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continua esposizione. Infatti, i farmaci vengono continuamente riversati nelle acque e 
sono da considerare quindi composti pseudo-persistenti. Sono già pubblicati vari studi 
inerenti i meccanismi con cui alcuni farmaci agiscono sui pesci (Santos et al., 2010) o 
sui molluschi (es. Martin-Diaz et al., 2009, Franzellitti et al., 2011), e i risultati ottenuti 
sono importanti per comprendere quali farmaci ambientali interferiscano con la 
fisiologia degli organismi con effetti pericolosi per la vita degli organismi stessi o la 
loro progenie (Christen et al., 2010). 
Fig 1.1 Classi di farmaci rilevati nell’ambiente, espressi in percentuale relativa. 
 
1.2 Contaminazione da farmaci 
Diversi farmaci, alcuni dei quali sono ormoni artificiali come ad es. l’etinilestradiolo, 
vanno ad influenzare il sistema endocrino. In questo caso vengono definiti interferenti 
endocrini, sostanze esogene o miscele, che alterano le funzionalità del sistema 
endocrino causando effetti avversi sulla salute di un organismo, oppure della sua 
progenie (European Workshop on the Impact of Endocrine Disrupters on Human Health 
and Wildlife, Weybridge, 1996). Tra i distruttori endocrini più importanti ricordiamo il 
dietilstilbestrolo (DES), un antiabortivo che provoca il cancro nell’apparato genitale 
femminile, il talidomide, un potente antinausea che veniva prescritto nelle donne in 
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stato di gravidanza nel primo dopo guerra, l’etinilestradiolo che è direttamente un 
ormone contenuto nella pillola anticoncezionale e ch è stato sono stati associati al 
fenomeno di intersessualità nei pesci presenti nei fiumi che ricevono alte concentrazioni 
di farmaci presenti negli effluenti (Desbrow et al., 1998;. Routledge t al., 1998). Pesci 
maschi con caratteristiche femminili spesso trovati vicino agli scarichi municipali, 
hanno organi sessuali alterati che producono pochi spermi mobili, hanno livelli 
significativi di estrogeni nel sangue, e inducano la produzione di vitellogenina nel 
fegato (Filby et al., 2007; Kloas et al., 2009). In particolare, il levonorgestrel (LNG), 
uno steroide sintetico utilizzato come contraccettivo, è stata rilevata negli scarichi 
urbani nelle acque superficiali in superficie, sotterranee e nei sedimenti (De Alda et al., 
2002;. Vulliet et al., 2007, 2008). Sono presenti anche femmine mascolinizzate, 
soprattutto in zome limitrofe alle aziende di trattamento della carta. Queste hanno 
organi genitali maschili e comportamenti maschili. Il cambiamento sessuale è solo 
superficiale dato che comunque hanno ovari e posson rilasciare uova o feti vivi 
(ovovivipari).  
 
1.2.1 I farmaci e la interazione con gli enzimi antiossidanti 
 
Una variabilità stagionale delle concentrazioni di metalli in tracce 
ed enzimi antiossidanti è stata osservata in branchie e ghiandola digestiva  del mitilo 
mediterraneo Mytilus galloprovincialis in popolazioni inquinate e non inquinate. Metalli 
in tracce (As, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn) esibivano, in entrambi gli organi, valori massimi in 
inverno-inizio primavera seguito da un progressiva diminuzione durante l'estate. Mentre 
nelle branchie questo effetto riflette probabilmente una diversa biodisponibilità dei 
metalli, nella ghiandola digestiva è influenzato principalmente dalla progressiva 
infiltrazione degli organi quali gonadi durante la g metogenesi. I metalli, così come altri 
inquinanti, sono noti per influenzare gli enzimi antiossidanti.  
Gli effetti ossidanti sono probabilmente i più importanti osservati anche a livello umano 
quando il livello dei farmaci assunti è elevato; per esempio i pazienti che assumono 
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farmaco antiepilettico carbamazepina che viene somministrato a dosi di milligrammi al 
giorno sono sottoposti a continui controlli per glieffetti ossidanti; effetti collaterali 
come un aumento del glutatione e della glutatione persossidasi, citotossicità sulle 
membrane cellulari, rigonfiamento dei neutiri e tossicità epatica (e.g. Suwalsky et al., 
2006). La reattività redox dei farmaci è peraltro alla base dei loro effetti terapeutici, e la 
induzione di meccasismi antiossidanti della carbamazepina è stato osservato anche in 
invertebrati acquatici (Quinn et al., 2004). 
Anche la fluoxetina (FLX) ha effetti sul sistema antiossidante nei topi (Djordjevic et al., 
2011). Lo stress ossidativo è caratterizzato  da uno sbilanciamento quando un aumento 
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) quali  per esempio l’anione superossido, 
l’acqua ossigenata e i radicali idrossilici supera l  difese antiossidanti degli organismi. 
Uno dei meccanismi coinvolge la induzione di enzimi antiossidanti (Livingstone, 2001; 
Regoli et al., 2002; Valavanidis et al., 2006). Inoltre anche l’enzima di fase II glutatione 
S-tranferasi (GST) promuove la detossificasione, noto per catalizzare reazioni di 
coniugazione tra il glutatione e i composti xenobiotic  (Regoli e Principato, 1995). 
Quando il sistema antiossidante è compromesso da un eccesso di ROS, ha luogo la 
perossidazione lipidica che danneggia la membrana fosfolipidica  (Valavanidis et al., 
2006). La fluttuazione dell’attività degli enzimi antiossidanti in parallelo con l’aumento 
della perossidazione lipidica dovuta alla esposizione ai contaminanti è stata usata con 
successo come biomarker nei mitili (Di Giulio et al., 1989; Livingstone 1993, Winston 
e Di Giulio 1991). 
In generale, i mitili sono ampiamente utilizzati come bioindicatori di inquinamento di 
metalli pesanti nelle zone costiere in quanto loro sono note per accumulare questi 
elementi, fornendo una informazione integrata della contaminazione ambientale. A 
questo proposito, lo stress ossidativo è un percorso comune di tossicità indotta da 
una classe di inquinanti la cui produzione è aumentata da specie reattive dell’ossigeno. 
La protezione contro la tossicità dei radicali ossigenati nei confronti dei target cellulari è 
offerta da  un sistema complesso di difesa di entrambi spazzini a basso peso molecolare 
e enzimi antiossidanti. Variazioni di difese antiossidanti, come il contenuto di 
6 
 
glutatione, l’attività del glutatione dipendente, ed nzimi antiossidanti, sono stati spesso 
proposti come contaminanti mediati nello stress ossidativo nei diversi organismi marini.   
Dal momento che le branchie e la ghiandola digestiva sono anche i principali organi 
bersaglio per diversi inquinanti, questi tessuti sono stati scelti per confrontare i 
differenti effetti della variazione del peso stagionale sulle concentrazioni dei metalli. 
Gli stessi organi sono stati utilizzati anche per indagare la difese antiossidanti delle 
cozze. Tra queste, la concentrazione di glutatione totale e l'attività di alcune 
glutatione-dipendente e di enzimi antiossidanti: il glutatione S-transferasi (coinvolto 
nella reazione di coniugazione del GSH con i centri elettrofilici di diversi composti di 
xeno biotici), la catalasi (riduce il perossido d’idrogeno ad acqua), la superossido 
dismutasi (converte l’anione radicale superossido in perossido d’idrogeno).  
 
1.3 Metabolismo degli xenobiotici 
L'organismo considera il farmaco una sostanza estranea e tende perciò ad eliminarla. 
Affinché tali sostanze possano penetrare nel nostro organismo devono avere delle 
caratteristiche di liposolubilità e non ionizzazione. Allo stesso tempo, però, se tali 
caratteristiche dovessero permanere, il farmaco resterebbe nell'organismo e non sarebbe 
eliminato. L'organismo cerca tramite processi di biotrasformazione (o 
metabolizzazione) di trasformare le caratteristiche del farmaco in modo da renderlo: 
• Più ionizzato, quindi meno liposolubile, in modo che possa andare incontro a 
processi di eliminazione ed escrezione a livello dei vari organi escretori. 
• Meno affine per le proteine plasmatiche e tissutali. 
Questo discorso è molto importante per i farmaci liposolubili mentre quelli idrosolubili, 
di solito, vengono escreti immodificati per via renale. La biotrasformazione è un’attività 
che si ha principalmente a livello del fegato; tuttavia tale attività può avvenire a livello 
di parecchi altri distretti e organi sebbene con importanza inferiore (apparato 
gastroenterico, reni, polmoni, plasma). Essa dipende dal flusso ematico epatico e 
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dall’attività degli enzimi metabolizzanti. I processi di biotrasformazione si dividono in 2 
fasi: 
Reazioni di fase I (o non sintetiche): sono processi di attivazione del farmaco 
rappresentati da ossidazione, riduzione, deaminazioe ossidativa, idrolisi che servono 
per introdurre dei gruppi polari idrofili o a smascherarli se sono già presenti nella 
molecola di partenza. I sistemi enzimatici coinvolti nelle reazioni di I fase sono 
localizzati principalmente nel reticolo endoplasmatico degli epatociti in cui il sistema 
microsomiale citocromo P450 (CYP450) è responsabile delle reazioni di ossidazione. 
Tale citocromo è un enzima che riduce un ossigeno sul substrato, dando origine alle 
reazioni di ossidazione, idrolisi ed altre forme. I citocromo P450 appartengono alle 
monossigenasi “esterne” (Bernhardt, 2004). Questo implica che hanno bisogno di un 
donatore di elettroni esterno, che trasferisce gli elettroni necessari per l’attivazione 
dell’ossigeno e il substrato per l’idrossilazione. Esistono due classi di citocromo P450, 
mitocondriali e microsomiali. I citocromi P450 sono microsomiali, legati alla membrana 
e accettano elettroni da una NADPH-citocromo P450 reduttasi microsomiale, 
contenente FAD e FMN. Quest'ultimo P450 sistema costituito da una catena 
polipeptidica con due domini diversi, uno contenente un’emoproteina e l'altra 
contenente una FAD-riduttasi tramite ferro-zolfo prteine del tipo 2Fe-2S. I citocromi 
P450 sono localizzati sulla membrana mitocondriale interna, mentre il [2Fe-2S] 
proteine, chiamato adrenodossina nel caso di steroide surrenale sistemi idrossilasi, è una 
proteina solubile della matrice. La FAD contenente reduttasi, adrenodossina reduttasi 
(ADR), è associato alla membrana mitocondriale interna. Come reduttasi microsomiale, 
la ferrodossina mitocondriale deve anche fornire elettroni a diversi citocromi P450. Dai 
dati disponibili, un servizio navetta modello è favorita, in cui la ferredossina ossidata 
interagisce con la prima reduttasi ferrodossina a subire riduzione con la formazione di 
un Fe3+ / Fe2+ zolfo ferro cluster.  Il complesso enzima-substrato ridotto (Fe2+) si lega 
all’ossigeno molecolare (O2) e viene ridotto ulteriormente da un secondo elettrone 
(presumibilmente donato dal NADH). Un atomo di O2 si riduce ad H2O mentre l’altro 
viene incorporato nel substrato producendo XOH, un idrossilato. Il complesso enzima-
substrato-ossigeno si divide quindi in substrato ossidato, acqua e nella forma ossidata 
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dell’enzima. L’interazione dei citocromi P450 con il loro corrispondente donatori di 
elettroni è un requisito necessario del ciclo catalitico. La sua specificità garantisce una 
sufficiente velocità di reazione di catalisi e così una discriminazione tra i diversi 
potenziali donatori e accettatori di elettroni per roteggere il sistema da reazioni shunt 
(Grinberg et al., 2000). Esistono degli isoenzimi responsabili di specifiche reazioni, di 
cui le più importanti in relazione al metabolismo dei farmaci sono: CYP3A4, CYP2D6, 
CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2 e CYP2E1; CYP3A4 è la principale isoforma ed è 
espresso anche nella parete intestinale determinando in alcuni casi una riduzione del 
farmaco realmente disponibile per l’effetto farmacologico. Gli isoenzimi non sono 
presenti in tutti gli organismi ma ci sono delle reazioni presenti solo in alcune specie 
animali. Il corredo dei citocromi è sottoposto a contr llo genetico e possono esistere 
consistenti differenze nella capacità metabolica in relazione alla razza ed allo stato di 
metabolizzazione lento o rapido. 
L’attività di tali enzimi in un paziente, inoltre, può essere aumentata o diminuita per 
effetto dell’azione di altre sostanze che sono contemporaneamente assunte a scopo 
terapeutico o voluttuario e che si comportano, rispettivamente, da induttori o inibitori 
enzimatici. Gli induttori enzimatici agiscono aumentando la capacità metabolica di 
questi citocromi e, pertanto, altri farmaci assunti contemporaneamente, che siano 
substrati di questi citocromi, saranno metabolizzat più velocemente cosicché sarà 
necessario aumentare la dose del farmaco al fine di garantire l’efficacia terapeutica. 
Gli inibitori enzimatici si legano in modo irreversibile ai citocromi impendendone 
l’attività cosicché la velocità di eliminazione del farmaco viene ridotta con conseguente 
accumulo e rischio di tossicità; ne consegue una riduzione della dose da somministrare. 
Reazioni di II fase (o sintetiche): sono processi di coniugazione in cui si ha il legame 
del farmaco di partenza, o del metabolita derivato dai processi della prima fase, con dei 
substrati endogeni. I substrati endogeni possono esser  acidi come acido glucuronico, 
acido solforico, acido acetico, acido benzoico, ecc.; possono essere aminoacidi come: 
glicina, cisteina, glutammina, serina, lisina; anche il glutatione è un substrato endogeno. 
Queste reazioni di coniugazione possono essere considerate dei processi di 
detossificazione, dato che tramite esse si ottengono dei metaboliti meno attivi e più 
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idrosolubili. I sistemi enzimatici coinvolti nelle r azioni di biotrasformazione di II fase 
sono generalmente citosolici. 
C’è una specificità per quanto riguarda questi accoppiamenti dato che la coniugazione 
con l’acido glucuronico può avvenire tramite l'uridil-glucosio-glucuronil-transferasi 
solo su gruppi quali OH, COOH, SH, NH2. 
La metilazione avviene su gruppi come OH, NH2; la coniugazione con amminoacidi 
avviene solo su gruppi COOH; la coniugazione con acidi grassi solo su OH. Ci deve 
essere la presenza di un gruppo funzionale, l'enzima che permette la coniugazione e la 
disponibilità del substrato endogeno. L'ultimo elemento può influenzare la quantità di 
coniugato che si può formare. 
 
1.3.1 Enzimi antiossidanti : GST-CAT-SOD 
Nei sistemi biologici, i radicali liberi dell’ossigeno o ROS (Reactive Oxygen Species) 
vengono generati ed eliminati continuamente (Di Giulio et al., 1989; Halliwell and 
Gutteridge, 1999; Winzer, 2001). Essi vengono prodotti sia attraverso una serie di 
reazioni catalizzate da enzimi che attraverso reazioni di natura non enzimatica. I ROS 
inoltre, possono essere prodotti anche in conseguenza di esposizione a radiazioni 
ionizzanti, xenobiotici, agenti chemioterapici. I ROS vengono definiti comunemente 
come composti con elevata reattività chimica. I principali ROS sono:  O2
- (anione 
superossido), H2O2 (perossido d’idrogeno); •OH (radicale idrossilico); NO (monossido 
d’azoto). Esistono dei sistemi di difesa contro l’azione dei ROS caratterizzati da una 
serie di geni che codificano per degli enzimi antioss danti che sono : la catalasi, la 
superossido dismutasi, il glutatione perossidasi  e il glutatione s-transferasi. Questi 
enzimi antiossidanti sono anche dei biomarcatori di difesa (Khessiba et al., 2005).   La 
catalasi è coinvolto nel sistema di detossificazione della cellula, presente nella matrice 
dei  mitocondri di mammifero (Møller, 2001). La proteina enzimatica è composta da 4 
catene polipeptidi che contengono al loro interno 4 gruppi ferrosi capaci di reagire con il 
perossido d’idrogeno (Fig. 1.2).  
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                                 Fig.1.2 Rappresentazione “a nastro” dell’enzima catalasi. 
 
 
Nei perossisomi, la flavoproterina deidrogenasi che genera il doppio legame trasferisce 
direttamente gli elettroni all’ossigeno, formando H2O2, il perossido d’idrogeno. Questo 
forte ossidante è potenzialmente dannoso, ed è in grado di recare danno ai lipidi della 
membrana e viene immediatamente scisso in H2O e O2 dalla catalasi. Nella cellula, i 
ROS oltre che nei mitocondri, vengono generati anche in altri compartimenti e da molti 
enzimi (Viarengo et al., 2007). Il radicale libero superossido O2- che si genera è molto 
reattivo e può danneggiare gli enzimi, i lipidi di membrana e gli acidi nucleici. Per 
evitare i danni ossidativi causati da O2- le cellule hanno diverse forme dell’enzima 
superossido dismutasi, che catalizza la reazione  : 2 O2- + 2 H
+  in H2O2+O2. Le 
superossido dismutasi (SOD) sono proteine che operano come “spazzini” dei radicali 
liberi, come enzimi che catalizzano la reazione di dismutazione di radicali superossidi 
reattivi in perossido di idrogeno. L’enzima SOD2 si trova nei mitocondri e gioca un 
ruolo importante nella resistenza agli agenti ossidanti da parte degli organi vitali (Fig. 
1.3) 
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                     Fig.1.3 Rappresentazione a “nastro” dell’enzima superossido dismutasi. 
 
 
Il perossido d’idrogeno che si genera nella reazione catalizzata dalla SOD è degradato e 
reso inoffensivo dall’azione della glutatione reduttasi. Questo enzima è particolare per 
la presenza di un residuo di selenio-cisteina, in cui un atomo di selenio rimpiazza 
l’atomo di zolfo normalmente presente nel gruppo tiolico della catena laterale. La  
glutatione reduttasi ricicla il glutatione ossidato nella sua forma ridotta, utilizzando gli 
elettroni provenienti da NAPDH formato dalla nicotinammide nucleotide 
transidrogenasi. Il glutatione ridotto serve anche a mantenere i gruppi sulfidrilici allo 
stato ridotto, evitando alcuni degli effetti deleteri dello stress ossidativo (Leningher t 
al., 2006).  
La glutatione s-transferasi è un enzima detossificante che catalizza la coniugazione di 
varie molecole tossiche con il glutatione rendendole meno reattive e più facilmente 
eliminabili dall’organismo e protegge le macromolecl  cellulari dal danno causato da 
agenti citotossici e cancerogeni (Fig. 1.4). L’enzima GSTP1 si trova in abbondanza nei 
diversi tessuti epiteliali umani ed è la più abbonda te isoforma nel polmone, quindi il 
GSTP1 può avere una notevole importanza per la detossificazione di cancerogeni inalati 
incluso il benzopirene, di cui una fonte massiva sono le sigarette. Inoltre è coinvolto 
nella reazione di coniugazione del GSH con i centri elettrofilici di diversi composti di 
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xenobiotici, come sopra citato. Il mancato funzionamento di questa classe di enzimi 
antiossidanti può causare diversi danni alla cellula quali danno al DNA, ossidazione 
delle proteine, danno alle membrane ed perossidazione lipidica.  
Gli effetti tossici degli inquinanti spesso dipendoo dalla loro capacità di aumentare le 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) nei diversi compartimenti della cellula. Questo 
avviene tramite l’attivazione di processi che portano lla loro sintesi o tramite un’azione 
indiretta sugli enzimi di detossificazione diminuendo così le difese cellulari. Quando il 
livello di produzione dei ROS supera lo “scudo” antiossidante (catalasi, SOD, GST) 
presente nel citoplasma, i ROS entrano nei lisosomi dove queste difese non sono più 
presenti e le cellule subiscono lor stress ossidativo che causa la perossidazione lipidica 
sulle membrane  lisosomiali destabilizzandole (Viarengo, 1989; Terman and Brunk, 
2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               Fig.1.4. Rappresentazione a “nastro” dell’enzima glutatione S-transferasi. 
 
1.4 Stress ossidativo 
Paradossalmente proprio l'ossigeno, indispensabile per mantenerci in vita, è anche la più 
importante fonte di produzione di radicali liberi. Questi sono infatti composti da 
 
13 
 
ossigeno (lo stesso che respiriamo), che si lega ad ltri elementi presenti nel nostro 
corpo dando vita a particolari molecole, che reagiscono con le diverse strutture 
dell'organismo (Fig. 1.5). 
La creazione dei radicali liberi si verifica nei mitocondri, strutture in cui l'ossigeno 
viene utilizzato per produrre energia biodisponibile. Parte di quello in eccesso va infatti 
a formare le molecole nocive, che possono contenern u o o più atomi. 
La loro naturale reattività fa in modo che si leghino a molte delle "strutture” 
biochimiche e cellulari fondamentali, quali il DNA e gli stessi mitocondri, 
danneggiandole. Un potenziale freno è il raggiungimento di uno stato di equilibrio tra 
produzione endogena di radicali liberi e la loro neutralizzazione da parte del sistema 
anti-ossidante dell'organismo. Il nostro sistema di difesa dai radicali liberi si basa su 
meccanismi antiossidanti enzimatici, già descritti in precedenza, e non-enzimatici. Tra 
le sostanze non enzimatiche citiamo la Vitamina E, la Vitamina C, i carotenoidi, i 
polifenoli, le antocianine. In condizioni fisiologiche normali, l'equilibrio è mantenuto in 
modo naturale. E' comprovato che molte delle malattie più comuni legate 
all'invecchiamento, quali arteriosclerosi, cataratt, morbo di Alzheimer, morbo di 
Parkinson, sono legate alla prevalenza dei sistemi oss dativi su quelli antiossidanti 
(Winston and Di Giulio, 1991; Goeptar et al., 1995). 
 
Fig 1.5 Schema delle principali reazioni che hanno luogo durante lo stress ossidativo. 
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1.5 Perossidazione lipidica 
La più conosciuta delle reazioni a catena a cui partecipano i radicali liberi è la 
perossidazione lipidica. Questa reazione avviene quando gli elementi lipidici costitutivi 
delle membrane cellulari e delle guaine mieliniche vengono attaccati dai radicali liberi, 
ovvero molecole altamente reagenti carenti di un elettrone. I radicali liberi si formano in 
eccesso durante alcuni processi patologici, su baseinfiammatoria, di tipo ischemico, 
neurodegeneratico o traumatico. In queste condizioni,  lipidi contenenti acidi grassi 
insaturi vengono ossidati dai radicali liberi o direttamente dall’ossigeno molecolare, e 
innescano un meccanismo a cascata caratterizzato dal sequestro di elettroni dalle 
molecole contigue, coinvolgendo in queste reazioni a che le proteine e gli acidi 
nucleici. Se i radicali liberi delle catene non vengo o inattivati, la loro reattività chimica 
può danneggiare tutti i tipi di macromolecole cellulari, con effetti che sono risultati 
implicati nella eziologia di malattie degenerative. I prodotti che si accumulano nei 
lisosomi, che sono degli organelli deputati alla degradazione ed alla digestione di 
molecole estranee e macromolecole ingerite dalla celula via endocitosi così come 
di macromolecole endogene, sono le lipofuscine.   Queste sono dei granuli che derivano 
dall’ossidazione di lipidi e proteine, il loro accum lo all’interno dei lisosomi negli 
epatociti di ghiandole digestive dei molluschi, è indice  di stress ossidativo nelle cellule 
(Viarengo and Nott, 1993). L'accumulo di lipofuscine el sistema vacuolare lisosomiale 
di solito è considerato un indice di stress cellulare. La non degradabilità delle 
lipofuscine è dovuta essenzialmente alla presenza di peptidi legati a ponte da aldeidi in 
strutture simili alle materie plastiche. Inoltre, i dati della letteratura hanno chiarito che i 
granuli di lipofuscine possono intrappolare cationi inorganici come Cu, Zn, Fe, Mg, Mn. 
È stato anche dimostrato che le metallotioneine  sono rapidamente sequestrate nei 
lisosomi, dove tendono a polimerizzare attraverso legami disolfuro e vengono poi 
eliminati come metalli contenenti corpi residui per socitosi (Viarengo et al., 
1985a). Pertanto l'attività dei lisosomi (come accumulo di prodotti di per ossidazione e 
metallotioneina) costituisce anche un interessante componente del sistema antiossidante, 
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essendo in grado di rimuovere dal citosol tali cationi (Fe e Cu), che nella reazione di 
Fenton danno luogo alla formazione di radicali idrossilici.  
Anche i livelli di malondialdeide (MDA) vengono utilizzati per stimare l’entità della 
perossidazione lipidica subita dalle cellule. Questo è un prodotto intermedio della 
perossidazione lipidica che viene solitamente degradato velocemente (Esterbauer, 1985) 
mentre  le lipofuscine  rappresentano il prodotto finale della perossidazione lipidica e il 
loro accumulo, facilmente rilevabile nelle cellule d gli organismi stressati, tiene conto 
dell’intero processo di per ossidazione (Fig. 1.6). 
 
                                                            
                                       Fig 1.6 Schema raffigurante la perossidazione lipidica. 
 
 
1.6 Danno al DNA 
Il DNA rappresenta un altro bersaglio dei radicali liberi, nel momento in cui il sistema 
di funzionamento degli enzimi antiossidanti smette di funzionare. La conformazione del 
DNA rappresenta un substrato semplice per facilitare l’interazione dei cationi metallici, 
con la conseguente formazione dei ROS (Trachootham et al., 2009). La struttura 
omogenea del DNA favorisce l’attacco dei gruppi OH tra lo scheletro zucchero-fosfato 
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e le basi azotate, con la conseguente rottura di uno o entrambi i filamenti di DNA, 
eliminazione di basi e formazione di legami fra le due eliche del DNA. Le alterazioni 
del DNA indotte da agenti chimici e fisici portano alla rottura del doppio o del singolo 
filamento, modificazioni delle basi azotate, e legami crociati DNA-DNA o DNA-
proteine. L’integrità della struttura del DNA, inoltre, può essere alterata tramite la 
permanenza di alcuni inquinanti che si accumulano nei tessuti provocando genotossicità 
(Shugart, 1995) e quindi mutagenesi (Siu et al., 2004). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
L’inquinamento da farmaci è un problema ambientale emergente. La letteratura 
scientifica indica che i farmaci possono essere considerati degli inquinanti ubiquitari e 
psudo-persistenti, in quanto continuamente riversati in ambiente. Una volta 
somministrati, molti farmaci non vengono assorbiti completamente dall’organismo e 
vengono pertanto escreti attraverso le feci o le urine. D’altra parte i sistemi di 
depurazione delle acque risultano spesso inefficaci nella rimozione di queste molecole, 
che pertanto arrivano ai fiumi. Molti studi sperimentali, effettuati in fiumi o laghi ed 
acque marino-costiere, hanno mostrato che i farmaci sono presenti ubiquitariamente in 
concentrazioni relativamente basse ma comunque preoccupanti. Essi sono infatti 
sostanze disegnate per suscitare risposte specifiche nell’uomo o negli animali già a 
basse concentrazioni. Infatti recenti studi di labor t rio hanno dimostrato che miscele di 
farmaci, con composizione e concentrazione simili a quelle effettivamente riscontrate 
nell’ambiente anche in Italia, possono avere effetti sugli animali acquatici.  
Tra i farmaci riscontrati nei corsi d’acqua e negli ambienti marino-costieri, ve ne sono 
alcuni che suscitano particolare interesse come ad esempio gli antidepressivi Dropaxin,  
Prozac e Zoloft, che agiscono favorendo la permanenza del neurotrasmettitore 
serotonina (5-HT) nella fessura sinaptica. Altri fam ci di interesse sono i bloccanti dei 
recettori adrenergici di tipo β, somministrati a pazienti con patologie cardiovascolari; 
fra questi il principio attivo più rappresentativo è il propranololo.  
Questi farmaci hanno effetti specifici sull’Uomo, e a livello cellulare interferiscono con 
lo stesso meccanismo d’azione mediato dal secondo messaggero AMP ciclico, la 
fluoxetina (principio attivo del Prozac) mantenendo più a lungo l’agonista (5-HT) nella 
fessura sinaptica, e il propranololo bloccando l’accesso ai recettori (β adrenergici ma in 
maniera meno efficace anche i serotoninergici di tipo 1). Tali effetti si osservano anche 
in organismi acquatici non bersaglio, ad es. i mitili (Tesi Tosarelli, dicembre 2011). 
Tuttavia i farmaci hanno anche effetti non specifici, n genere di tipo ossidativo. 
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Nell’Uomo questo si manifesta quando i farmaci vengono assunti per tempi lunghi o ad 
alte dosi.  
In questa tesi vogliamo studiare nei mitili, esposti a  concentrazioni ambientali di 
fluoxetina e propranololo, si osserva l’induzione delle difese antiossidanti.  
Questo lavoro di tesi, condotto presso i laboratori di f siologia e biochimica ambientale 
del CIRSA di Ravenna, quindi, era indirizzato a studiare l’espressione di geni 
codificanti per gli enzimi superossido dismutasi, catalasi e glutatione s-transferasi nei 
mitili esposti a diverse concentrazioni dei farmaci, propranololo e fluoxetina. Inoltre si è 
voluto valutare l’effetto della miscela delle due sostanze, considerando che i farmaci in 
ambiente sono sempre in combinazione con altri farmaci o altri contaminanti. 
Superossido dismutasi, catalasi e glutatione s-transferasi, pur con diversi ruoli, sono 
coinvolti nella risposta allo stress ossidativo, e rappresentano uno dei sistemi di difesa 
più importanti nel nostro organismo contro gli effetti dei radicali liberi dell’ossigeno 
(ROS) che di formano nei processi metabolici all’inter o dell’organismo stesso, ma 
possono originare, in quantità spesso rilevanti, per esposizione a xenobiotici.  Il 
mancato funzionamento di questa classe di enzimi antiossidanti può causare diversi 
danni alla cellula esposta a stress ossidativi, quali danno al DNA, ossidazione delle 
proteine, perossidazione  lipidica e perdita dell’integrità delle membrane cellulari.  
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3.MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 Il mitilo Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis)  
La specie modello utilizzata in questo lavoro di Tesi è il Mytilus galloprovincialis, 
organismo che permette di valutare i meccanismi d’azione, l’eventuale tossicità e il 
bioaccumulo dei farmaci fluoxetina e il propranolol. I molluschi bivalvi sono 
organismi sessili che vivono nell’interfaccia acqua/sedimento filtrando grandi volumi 
d’acqua contendo materiale sospeso e colloidi (Gagnè et al., 2007). Questi animali 
vivono in ambienti caratterizzati da un ampio range di salinità e temperatura e sono 
estremamente tolleranti verso i cambiamenti dei parametri biotici e abiotici, 
rappresentando quindi un modello adatto allo studio elle alterazioni fisiologiche 
imposte agli ambienti di transizione. I mitili presentano una struttura estremamente 
semplice;sono in grado di insediarsi su rocce o strutture sommerse grazie ad un 
filamento, detto bisso che viene prodotto dalla ghiandola bissogena, presente sulla linea 
medio-ventrale del piede. o bisso. Ogni filamento termina in una placca dove avviene la  
fissazione al substrato. Il piede si trova tra i lobi del mantello e si presenta come una 
formazione impari disposta lateralmente in mezzo alle branchie. Le valve sono ricoperte 
dal mantello, questo tessuto è formato da due lobi di tessuto ed è responsabile 
dell’accumulo delle sostanze di riserva e dello sviluppo delle gonadi. La respirazione 
avviene attraverso le branchie, che sono responsabili ia dello scambio gassoso sia della  
captazione delle particelle alimentari che penetrano nella cavità del mantello. Nel 
presente studio, sono stati selezionati i mitili quali bioindicatori ambientali poiché sono 
particolarmente esposti a contaminanti, ed essendo organismi filtratori, sono adatti a 
rilevare un’eventuale contaminazione ambientale. Essendo inoltre organismi sessili, 
permettono la valutazione complessiva del sito in cui vivono, mostrando l’effetto 
cumulativo di tutti i fattori di stress a cui sono s ttoposti. Possono essere utilizzati anche 
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per studi di laboratorio in vivo, in quanto sono facilmente allevabili ed il loro 
mantenimento è abbastanza semplice (Viarengo e Canesi, 1991).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.1.Il mitilo come organismo sentinella 
Alcuni organismi sono adatti meglio di altri per gli studi di ecotossicologia. I molluschi 
bivalvi sono stati largamente utilizzati come organismi sentinella nei programmi 
di biomonitoraggio per gli ambienti marino costieri (Viarengo et al., 2007). Queste 
specie devono poter fornire misure sensibili ed ecologicamente rilevanti della risposta 
indotta da variazioni ambientali (Bolognesi C, Venier P, 2004), e per far questo devono 
disporre di alcune caratteristiche di base. Innanzi tutto l'organismo deve essere 
rappresentativo del ruolo ecologico che svolge all'interno dell'ecosistema oggetto di 
studio, deve essere di facile reperibilità e preferibilmente sessil  o poco mobile. Ma una 
delle più importanti caratteristiche riguardano l'incapacità dell'organismo di regolare la 
concentrazione tissutale dello xenobiotico.  
 
Fig 3.1 Anatomia del Mytilus galloprovincialis. 
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Infatti se nell'ecosistema la concentrazione dell'inqu nante aumenta, questa deve 
aumentare anche nei tessuti dell'organismo. Gli organismi sentinella sono quindi 
organismi non-regolatori, a differenza degli organismi regolatori che mantengono 
costante la concentrazione tissutale degli inquinant  anche se questa varia nell'ambiente 
in cui essi vivono. Si prestano bene a tale scopo alcuni pesci grassi, come le anguille; 
molluschi, sessili e filtratori; alcuni crostacei e altri invertebrati. Nel complesso questi 
organismi consentono di ottenere un'informazione  i tegrata dell'ambiente , mentre le 
semplici analisi di una matrice, per esempio l'acqu, consentono di ottenere 
informazioni puntiformi (analisi che da informazioni al momento del prelievo). Mytilus 
galloprovincialis e altri mitili marini sono ampiamente utilizzati come organismi 
sentinella nei programmi di monitoraggio ambientale  causa della loro ampia 
distribuzione, stile di vita sedentario, la tolleranz  ad un ampia gamma di condizioni 
ambientali, e perché sono filtratori con un metabolismo molto basso, che permette il 
bioaccumulo di molte sostanze chimiche nei loro tessuti (Viarengo et al., 2007). Recenti 
studi indicano che le cozze sono organismi idonei a valutare gli effetti contaminanti sui 
meccanismi fisiologici coinvolti nella segnalazione c llulare e nel controllo della 
risposta allo stress (Martin-Diaz et al., 2009; Barmo et al., 2011; Franzellitti et al., 
2011). La ghiandola digestiva svolge un ruolo centrale nel metabolismo di questi 
organismi  attraverso la digestione delle particelle di cibo e la distribuzione delle 
sostanze nutrienti alle gonadi (Dimitriadis et al., 2004). Nei bivalvi, la valutazione di 
una batterio di biomarker diagnostici nella ghiandola digestiva è ampiamente utilizzato 
al fine di monitorare le risposte precoci ai fattori di stress ambientale 
(Moore et al, 2006;. Dagnino et al, 2007). Tale batteria comprende, ad esempio, la 
valutazione della stabilità  delle membrane lisosomiali, l’accumulo di lipofuscine e di 
lipidi neutri nel lisosomi, dell’attività della catlasi, il principale enzima coinvolto  nella 
disintossicazione  da  H2O2, e  della glutatione S-transferasi (GST), che è respon abile 
per la detossificazione di diversi composti. Inoltre, a queste analisi può essere affiancata 
la valutazione dell’espressione di geni coinvolti nella risposta antiossidante, e di quelli 
codificanti per le metallotioneine (Zorita et al., 2007). 
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3.2.Esposizione dei mitili  ai farmaci fluexetina e propranololo 
Per allestire l’esperimento sono stati selezionati  mitili raccolti dal Nord-ovest del Mar 
Adriatico dai pescatori della Cooperativa Copr.al.mo e trasferiti presso il laboratorio in 
vasche contenenti acqua di mare ad aereazione continua. Gli animali sono stati 
acclimatati per tre giorni in vaschette contenenti 60 L di acqua di mare aerata (1 animale 
per litro acqua di mare) a 16 °C, sottoposti a un fotoperiodo naturale e alimentati una 
volta al giorno con algal slurry (Koral filtrator, Xaqua, Italy). 
I farmaci utilizzati nella presente Tesi sono la fluoxetina (RS)-N-metil-3-fenil-3-[4-
(trifluorometil)fenossi]-propan-1-ammina, e il propanololo , 1-naftalen-1-ilossi-3-
(propan-2- ilammino)propan-2-olo cloridato (purezza ≥ 98%). Entrambe le sostanze 
sono state acquistate da Sigma Aldrich (Milano, Italia). 
Ai fini del presente studio, l’attività sperimentale è stata suddivisa in due fasi: 
FASE I) esposizione dei mitili ai singoli farmaci. I mitili sono stati esposti per 7 giorni 
a cinque diverse concentrazioni di ciascun farmaco, s elte tenendo conto dei dati in 
letteratura riportanti i livelli misurati in vari sistemi acquatici (Franzellitti et al.,2011). 
In particolare le concentrazioni selezionate per la fluoxetina (FX) sono 0.3, 3, 30, 300, 
3000 ng/L, per il propranololo (PROP) 0.3, 3, 30, 30, 30000 ng/L.   
FASE II) esposizione dei mitili alla miscela FX+PROP. Gli organismi sono stati 
esposti per 7 giorni a quattro condizioni sperimanet li differenti : controllo, fluoxetina 
(FX), propranololo (PROP) e la miscela dei due farmaci (FX+PROP). Le concentrazioni 
scelte per questi esperimenti sono 0.3 ng/L di FX, 0.3 ng/L di PROP, la somma delle 
due concentrazioni nella miscela FX+PROP. 
Per entrambe le fasi sperimentali, il disegno sperim ntale ha previsto l’utilizzo di 3 
vasche per ciascuna condizione, ed ogni vasca conteneva 15 mitili in 15 L di acqua di 
mare (totale=45 mitili per ogni condizione). I mitili sono stati alimentati una volta al 
giorno contemporaneamente alla somministrazione dei farmaci. A ciascun esperimento 
è stato associato un gruppo di organismi di controllo (controllo sperimentale), 
mantenuto nelle stesse condizioni di alimentazione, temperatura e ossigenazione degli 
organismo sottoposti ai diversi trattamenti.                                                          
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3.2.1.Fluoxetina 
La fluoxetina (FX) è il farmaco più rappresentativo della famiglia degli inibitori del 
reuptake della serotonina (SSRI). L’effetto degli inib tori del reuptake della serotonina è 
quello di far permanere più a lungo il neurotrasmettitore serotonina nelle fessure 
sinapitiche, quindi di aumentarne l’effetto. Questo neurotrasmettitore è coinvolto in 
molti meccanismi, sia ormonali che neuronali, ed è implicato in molteplici funzioni 
come ad esempio l’assunzione di cibo ed il comportamento sessuale, oltre che nel tono 
dell’umore. Gli SSRI sono principalmente indicati per la depressione, ma vengono 
anche prescritti per i trattamenti compulsivi del comportamento e per i disordini 
alimentari e di personalità (Brooks et al., 2003). La FX è un farmaco messo in 
commercio quasi 20 anni fa, ed è il principio attivo del Prozac (Van Harten,1993). 
Una serie di studi recenti hanno documentato una vasta gamma di effetti che la FX può 
provocare sul comportamento e sulla fisiologia di alcuni organismi acquatici. Nei 
crostacei, la FX aumenta la dimensione delle ovaie e degli ovociti nel gambero 
Procambrus clarkii (Kulkarni et al., 1992);analogamente, nel granchio violinista, Uca 
puilator, può stimolare sia lo sviluppo ovarico (Kulkarni e Fingerman., 1992) e 
testicolare (Sarojini et al., 1993), mentre nei gamberetti e nei granchi violinist  
promuove la dispersione del pigmento rosso (Hanumante e Fingerman, 1983). Nei 
bivalvi, gli SSRI inducono un certo numero di processi riproduttivi compresa la 
emissione di gameti (Fong., 1998; Fong et al., 1998; Honkoop et al., 1999), 
promuovono il movimento rotazionale delle ciglia negli embrioni dei gasteropodi 
(Uhler et al., 2000), e inducono la metamorfosi larvale nei gasteropodi (Cooper e Leise., 
1996). E’ stato stimato che circa l’11% della FX assunta come farmaco viene rilasciata 
nell’ambiente (Van Harten, 1993), dove è resistente all’idrolisi e fotolisi (Kwon e 
Armbrust, 2006). Nell’organismo, la FX è metabolizzata dal citocromo P-450 a dare il 
suo metabolita attivo norfluoxetina (NFX) (Heimke e Hartter, 2000), ed il 7% di questo 
composto viene escreto invariato attraverso le urine (Van Harten, 1993).  
La FX è comunemente rilevata nei sistemi acquatici in oncentrazioni che variano tra i 
12 e 540 ng/L (Kolpin et al., 2002; Brooks et al., 2003; Metcalfe et al., 2010) e questa 
sostanza si può accumulare nel cervello, fegato e tessu o muscolare dei pesci (Mennigen 
et al., 2010). Le più alte concentrazioni di FX e di NFX sono state ritrovate nel cervello, 
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con valori medi pari a 1,6 ng/g di FX e di 8,9 ng/g di NFX (Brooks et al., 2005). 
Numerosi dati dimostrano l’impatto dannoso che la FX ha sulla nutrizione (Mennigen et
al., 2009), sul comportamento (Semsar et al., 2004) e sulla riproduzione (Mennigen et 
al., 2008; Lister et al., 2009) nei pesci. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2.Propranololo 
Il Propranololo (PROP) è il farmaco più rappresentativo della famiglia degli antagonisti 
dei recettori beta adrenergici, ovvero beta-bloccanti. Questi agiscono come inibitori 
competitivi e sono usati nei trattamenti della ipertensione. Il sistema adrenergico è 
coinvolto in molte funzioni fisiologiche, come la regolazione dell’apporto di ossigeno al 
cuore, della frequenza cardiaca, dei meccanismi di vasodilatazione dei vasi sanguigni e 
della bronco dilatazione. Il sistema adrenergico è inoltre coinvolto nel metabolismo dei 
carboidrati e dei lipidi (Jacob et al., 1998).  
 
Fig. 3.2.1 Struttura chimica della fluoxetina. 
25 
 
Il PROP raggiunge l’ambiente acquatico attraverso una varietà di percorsi, dopo una 
rimozione incompleta negli opportuni impianti di trattamento delle acqua reflue. In 
alcuni impianti di depurazione in Germania si è riscontato che il 96% del propranololo 
viene rimosso dai depuratori; tuttavia questa sostanza è stata ritrovata ubiquitariamente 
nei fiumi e torrenti in America e in Europa a concetrazioni dell’ordine dei ng/L, con le 
concentrazioni massime e medie che raggiungendo 590 e 12 ng/L, rispettivamente 
(Ashton et al, 2004; Huggett et al., 2003b; Ternes, 1998), negli estuari quella massima è 
di 56 ng(L (Thomas e Hilton, 2004) e 1900 ng/L negli affluenti delle acque di scarico 
(Santos et al., 2010). 
Rispetto agli altri beta.bloccanti, il PROP è il più lipofilo dato che in acqua di mare la 
sua Kow è 3.5 (Fent et al., 2006). Questa caratteristica lo rende più affine all
membrane biologiche, e quindi gli conferisce maggiore tendenza al bioaccumulo nei 
tessuti. Recenti studi hanno dimostrato che il PROP si accumula nei tessuti dei teleostei, 
e raggiunge concentrazioni ematiche pari a mg/L, superiori a quelle alle quali si ottiene 
l’effetto terapeutico nell’uomo (Giltrow et al., 2009). Inoltre, il PROP è in grado di 
raggiungere concentrazioni di 360 mg/g di tessuto (peso fresco) nei mitili (Ericson et 
al., 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2.2 Struttura chimica del propranololo. 
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3.3.Estrazione RNA 
Per i campioni di tessuto, l’RNA totale è stato ottenuto da circa 100 mg di ghiandola 
digestiva o di mantello prelevati da mitili esposti a differenti condizioni sperimentali e 
da quelli di controllo. Il metodo di estrazione seguito è quello descritto da Chomczynski 
e Sacchi (1987) e prevede l’utilizzo del  reagente il Trizol (Life Technologies). 
 
3.3.1.Retrotrascrizione dell’RNA 
 
La retrotrascrizione è quel processo che permette di convertire l’RNA di partenza in una 
molecola di DNA a singolo filamento ad esso complementare (cDNA). 
Questa reazione è catalizzata dalla trascrittasi inversa (o DNA polimerasi RNA-
dipendente), un enzima che si serve del filamento di RNA come stampo, 
polimerizzando nel filamento di sintesi i deossiribonucletidi-trifosfato (dNTPs) 
complementari alla sequenza del filamento stampo. La sintesi del cDNA è resa possibile 
dall’utilizzo di oligonucleotidi sintetici detti ineschi (o primers) che, appaiandosi alla 
sequenza di RNA ad essi complementari, costituiscono u  piccolo tratto a doppio 
filamento dal quale la trascrittasi inversa può iniziare la sintesi del filamento stampo. In 
questo lavoro di Tesi sono stati impiegati dei primers a sequenza arbitraria (random 
primers), che si vanno a legare a diverse regioni delle molecole di RNA, massimizzando 
quindi la resa delle reazioni. Per ogni campione il cDNA è stato sintetizzato a partire da 
1 µg di RNA totale, in presenza di 250 ng di random primers (Sigma Aldrich) e 200 
unità dell’enzima RevertAID H minus M-Mulv Reverse Transcriptase (Fermentas). La 
reazione di retro trascrizione consiste in tre fasidi incubazione:  
• Ibridazione dei random primers sui filamenti di RNA (25 °C→10 minuti); 
• Retro trascrizione (45°C→60 minuti); 
• Inattivazione dell’enzima (70°C→10 minuti). 
I campioni di cDNA così ottenuti sono stati conservati a -20 °C e utilizzati nella 
successiva fase di amplificazione. 
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3.4.La PCR semi-quantitativa 
La reazione a catena della DNA polimerasi (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
consente l’amplificazione di specifici frammenti di acidi nucleici, ossia la produzione in 
vitro di un elevato numero di copie di una specifica sequenza di DNA. Tale 
metodologia ha rivoluzionato l’attività dei laboratori di ricerca e diagnostica trovando 
applicazioni ed impieghi in svariati campi della medicina e della biologia. Infatti la PCR 
è una reazione di amplificazione in vitro di uno specifico frammento di DNA per mezzo 
di una DNA polimerasi, e consente, pertanto, di ottenere rapidamente milioni di 
molecole identiche di DNA a partire da quantità estremamente ridotte dell’acido 
nucleico. Un prerequisito indispensabile al realizzrsi della reazione è la conoscenza 
delle sequenze alle estremità della regione bersaglio. Infatti, nella reazione sono 
coinvolti due oligonucleotidi a singolo filamento (primer) complementari alle regioni 
fiancheggianti il segmento di DNA che si vuole amplificare. Appaiandosi a queste 
regioni, i primers costituiscono un piccolo tratto di DNA a doppia catena, dal quale la 
DNA polimerasi può iniziare la sintesi, ossia la formazione di legami fosfodiesterici tra 
l’estremità 3’ del segmento iniziatore e quella 5’ del dNTP complementare allo stampo. 
La reazione di PCR consiste nella ripetizione di diversi cicli termici (25-35), ognuno dei 
quali è costituito da tre fasi : 
1.denaturazione: separazione dei due filamenti che costituiscono la doppia catena del 
DNA stampo per riscaldamento a 90-98 °C. 
2.appaiamento degli inneschi (annealing): i primers si appaiano alle sequenze 
complementari sui due filamenti stampo. La temperatura di annealing è un parametro 
variabile capace di determinare la specificità della reazione, quindi può variare in 
funzione dei frammenti che devono essere amplificati e dei primers utlizzati, ma in 
generale è compresa tra i 40 e 60 °C. 
3.estensione:la temperatura viene innalzata ad un valore in genere intermedio tra quello 
di denaturazione e quello di appaiamento (68-72 °C), che risulti ottimale per l’attività 
della DNA polimerasi; questa catalizza l’estensione dei filamenti di nuova sintesi a 
partire dall’estremità ossidrilica 3’. 
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In questa Tesi la valutazione dei  profili di espressione dei geni di mitilo codificanti per 
la catalasi (cat), glutatione-s-transferasi (GST), e superossido-dismutasi (SOD) è stata 
condotta mettendo a punto un protocollo di PCR semi-quantitativa. Questa metodica 
consiste in un protocollo di PCR ottimizzato per perm ttere la quantificazione del 
prodotto della reazione durante la fase lineare di aumento della reazione, cioè quando si 
può stabilire una relazione lineare tra la quantità di prodotto di PCR e la quantità 
iniziale dell’RNA corrispondente al gene bersaglio contenuto nel templato, 
consentendo,pertanto, di stimare indirettamente l’espressione del gene nel campione in 
esame. Per gli scopi di questa Tesi è stato impiegato un protocollo di quantificazione 
relativo, che prevede l’analisi di un controllo endogeno utilizzato per la normalizzazione 
e la quantificazione relativa del gene bersaglio. I controllo endogeno impiegato è il 18S 
rRNA (Dondero et al., 2005). 
Per l’amplificazione dei geni bersaglio, sono state impiegate delle coppie specifiche per 
le sequenze geniche di CAT, GST, e SOD di M.galloprovincialis,sviluppate e utlizzate 
in precedenza in esperimenti di PCR real time. Le sequenze dei primer specifici per 
CAT e GST, e per il controllo endogeno 18s rRNA sono riportate da Barmo et al. 
(2011) e da Dondero et al., (2005), rispettivamente. La coppia di primer specifici per il 
gene SOD di mitilo è stata costruita sulla base di una sequenza di Mytilus 
galloprovincialis (Numero di accesso in GenBank: FM177867) e utilizzando software 
specifici per la costruzione di primers utilizzabili in protocolli di espressione genica. 
La miscela di retro trascrizione è stata diluita 1:10 con acqua mQ sterile, le condizioni 
di amplificazione sono state ottimizzate in una serie di esperimenti preliminari. Per ogni 
gene target, la PCR è stata condotta in un volume finale di 20 µL contenente: 
Buffer 10X (Life technologies)                                                              1X 
MgCl2                                                                                             1.5 mM 
dNTPs (miscela equimolare)                                                                   0.2 Mm 
primers                                                                                       0.2 µM ciascuno   
AccuPrime Taq DNA polimerasi (Life Technologies)                                0.4 µL 
cDNA                                                                                             1µL 
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Fig.3.4 Schema raffigurante un ciclo di Reazione a catena della Polimerasi(PCR). 
I primers per l’amplificazione del controllo endogeno 18s rRNA sono stati aggiunti al 
ciclo termico opportuno per poter raggiungere i 20 cicli di amplificazione. Il ciclo 
termico utilizzato è stato ottimizzato per ciascun gruppo di primer, in particolare per 
quanto riguarda il numero di cicli di PCR; le condizioni finali sono quindi riportate qui 
di seguito: denaturazione iniziale (4 minuti a 96°C), seguita da 28 cicli composti da una 
fase di denaturazione (45 sec a 95°C), annealing (30 sec a 58°C), estensione (45 sec a 
68°C). I prodotti di PCR sono stati divisi in due aliquote da 10 µl ciascuna, alle quali è 
stato aggiunto un tampone di caricamento 6X (0.25% blu di bromo fenolo peso/volume, 
30% glicerolo in soluzione acquosa volume/volume), e sono stati separati mediante 
elettroforesi orizzontale su gel al 2.5% di agarosio wide range (Sigma) in tampone TBE 
(45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA). La rilevazione dell bande elettroforetiche è stata 
ottenuta addizionando al gel in fase di polimerizzazione una soluzione di Syber Safe 
(10000X, Biotium), un agente intercalante che si lega ai frammenti di DNA a doppio 
filamento e ne permette la rilevazione mediante esposizione ad una sorgente di raggi UV.  
L’acquisizione delle immagini relative alle corse elettroforetiche è stata ottenuta 
attraverso il sistema Image Master VDS (Amersham Pharmacia Biotech).  
La quantificazione dei livelli di espressione genica è stata ottenuta analizzando le 
immagini con il programma ImageMaster Total Lab ver1.0 (Amersham Pharmacia 
Biotech), che misura la densità ottica delle bande elettroforetiche. I dati ottenuti per i 
geni HSP70 sono stati quindi normalizzati su quelli rilevati per il controllo positivo 18s 
rRNA e espressi come rapporti d’induzione rispetto al controllo sperimentale. 
La significatività dei risultati è stata valutata mediante ANOVA a 1 via attraverso il 
programma Sigma Stat (SPSS); le differenze di ciascun campione rispetto al controllo 
sperimentale sono state valutate mediante il Bonferroni t-test. Le differenze sono 
considerate statisticamente significative per p<0.05. 
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4.RISULTATI 
4.1. Effetto dell’esposizione in vivo dei mitili ai farmaci fluoxetina e propranololo  
Riportiamo i risultati relativi all’espressione dei  geni codificanti per gli enzimi catalasi, 
superossido dismutasi e glutatione s-transfersai nella ghiandola digestiva dei mitili 
(Mytilus galloprovincialis) esposti per 1 settimana a concentrazioni crescenti di 
fluoxetina (FX) e di propranololo (PROP). 
            
Fig.4.1.Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la catalasi (cat) 
nella ghiandola digestiva dei mitili (Mytilus galloprovincialis) esposti a concentrazioni 
crescenti di fluoxetina (FX). I mitili sono stati esposti per 1 settimana a 5 
concentrazioni di FX; in parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato 
mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi 
trattamenti. L’espressione genica è stata valutata tramite PCR semiquantitativa come 
riportato nei materiale e metodi. I livelli di espressione per il gene catalasi sono stati 
normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato utilizzato come controllo endogeno.  I 
dati sono espressi come media ± ES (n=3) dell’espressione relativa rispetto al 
* 
 *  
a 
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controllo. Gli asterischi indicano delle differenze statisticamente significative  (p<0.05, 
ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test).  
Nella fig.4.1 è possibile notare come l’esposizione dei campioni alla FX induce  nella 
ghiandola digestiva una progressiva sotto-espressione della catalasi, che risulta 
significativa per concentrazioni superiori a 30 ng/L.  
 
 
Fig 4.2. Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la catalasi (cat) 
nella ghiandola digestiva dei mitili (Mytilus galloprovincialis) esposti a concentrazioni 
crescenti di propranololo (PROP). I mitili sono stati esposti per 1 settimana a 5 
concentrazioni di PROP; in parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato 
mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi 
trattamenti. L’espressione genica è stata valutata tramite PCR semiquantitativa come 
riportato nei materiale e metodi. I livelli di espressione per il gene catalasi sono stati 
normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato utilizzato come controllo endogeno.  I 
dati sono espressi come media ± ES (n=3) dell’espressione relativa rispetto al 
controllo. Gli asterischi indicano delle differenze statisticamente significative  (p<0.05, 
ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
 
*
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In fig 4.2, nei mitili esposti a concentrazioni cresc nti di PROP, il gene catalasi risulta 
progressivamente sovra-espresso rispetto al controllo, raggiungendo variazioni 
significative nei campioni esposti a 30000 ng/L del farmaco.  
 
Fig. 4.3 Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la glutatione S-
transferasi (GST) nella ghiandola digestiva dei mitili (Mytilus galloprovincialis) esposti 
a concentrazioni crescenti di fluoxetina (FX). I mitili sono stati esposti per 1 settimana 
a 5 concentrazioni di FX; in parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato 
mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi 
trattamenti. L’espressione genica è stata valutata tramite PCR semiquantitativa come 
riportato nei materiale e metodi. I livelli di espressione per il gene glutatione S-
transferasi sono stati normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato utilizzato come 
controllo endogeno.  I dati sono espressi come media ± ES (n=3) dell’espressione 
relativa rispetto al controllo. Gli asterischi indicano delle differenze statisticamente 
significative  (p<0.05, ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
Notiamo in Fig 4.3  come nella ghiandola digestiva ci sia un inibizione significativa 
dell’espressione del  gene glutatione s-transferasi a concentrazioni maggiori di 
fluoxetina (300ng/L), rispetto alle altre concentrazioni decisamente più basse 
33 
 
4.1.1.Espressione del gene glutatione s-transferasi  cinque concentrazioni di 
propranololo. 
 
 
Fig 4.4 Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la glutatione S-
transferasi (GST) nella ghiandola digestiva dei mitli ( Mytilus galloprovincialis) esposti a 
concentrazioni crescenti di propranololo (PROP). I mitili sono stati esposti per 1 settimana a 
5 concentrazioni di PROP; in parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato 
mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi trattamenti. 
L’espressione genica è stata valutata tramite PCR semiquantitativa come riportato nei 
materiale e metodi. I livelli di espressione per il gene glutatione S-transferasi sono stati 
normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato utilizzato come controllo endogeno.  I dati 
sono espressi come media ± ES (n=3) dell’espressione relativa rispetto al controllo. Gli 
asterischi indicano delle differenze statisticamente significative  (p<0.05, ANOVA a 1 via 
seguita dal Bonferroni t-test). 
In Fig.4.4 si può notare come l’espressione del gene glutatione S-transferasi nei mitili 
esposti a concentrazioni crescenti di propranololo (PROP)  non mostri delle differenze 
significative rispetto al controllo.  
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4.1.2.Espressione del gene superossido dismutasi a c nque concentrazioni di 
fluoxetina. 
 
 
Fig. 4.5 Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la superossido 
dismutasi (SOD) nella ghiandola digestiva dei mitili (Mytilus galloprovincialis) 
esposti a concentrazioni crescenti di fluoxetina (FX). I mitili sono stati esposti per 1 
settimana a 5 concentrazioni di FX; in parallelo, un gruppo di organismi di controllo 
(ctr) è stato mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi esposti ai 
diversi trattamenti. L’espressione genica è stata valutata tramite PCR 
semiquantitativa come riportato nei materiale e metodi. I livelli di espressione per il 
gene superossido dismutasi sono stati normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato 
utilizzato come controllo endogeno.  I dati sono espressi come media ± ES (n=3) 
dell’espressione relativa rispetto al controllo. Gli asterischi indicano delle differenze 
statisticamente significative  (p<0.05, ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
 Nella Fig. 4.5 si nota come nella  ghiandola digestiva il gene superossido dismutasi è 
significativamente sotto-espresso rispetto ai valori di controllo nei mitili esposti a 
concentrazioni 3 ng/L di fluoxetina(FX). 
 
 
 * 
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4.1.3.Espressione del gene superossido dismutasi a c nque concentrazioni di 
propranololo differenti. 
 
 
Fig 4.6 Variazione dei livelli dell’espressione del gene codificante per la superossido 
dismutasi (SOD) nella ghiandola digestiva dei mitili (Mytilus galloprovincialis) esposti 
a concentrazioni crescenti di propranololo (PROP). I mitili sono stati esposti per 1 
settimana a 5 concentrazioni di PROP; in parallelo, un gruppo di organismi di 
controllo (ctr) è stato mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali degli organismi 
esposti ai diversi trattamenti. L’espressione genica è stata valutata tramite PCR 
semiquantitativa come riportato nei materiale e metodi. I livelli di espressione per il 
gene superossido dismutasi sono stati normalizzati su quelli del 18S rRNA, che è stato 
utilizzato come controllo endogeno.  I dati sono espressi come media ± ES (n=3) 
dell’espressione relativa rispetto al controllo. Gli asterischi indicano delle differenze 
statisticamente significative  (p<0.05, ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
Nella Fig. 4.6 è possibile vedere come nella ghiandola igestiva dei mitili esposti alle 
concentrazioni più elevate di propranololo 30000 ng/L (PROP), c’è una  sovra 
espressione del gene superossido dismutasi, anche se non significativa; mentre nei 
campioni esposti a concentrazioni relativamente più basse del farmaco non si è 
osservata nessuna variazione significativa rispetto al c ntrollo. 
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4.2. Effetto dell’esposizione in vivo dei mitili alla miscela di fluoxetina e 
propranololo (FX+PROP) 
 
 
Fig 4.7. Variazioni dei livelli di espressione del gene catalasi nella ghiandola digestiva 
dei mitili esposti a fluoxetina (FX),0,3 ng/L, propranololo (PROP),0.3 ng/L e alla 
miscela dei due farmaci (FX + PROP), 0,3 ng/L+0,3 ng/L. In parallelo, un gruppo di 
organismi di controllo (ctr) è stato mantenuto nelle stesse condizioni sperimentali 
degli organismi esposti ai diversi trattamenti. L’espressione genica è stata valutata 
mediante  PCR semiquantitativa come riportato nei materiale e metodi. I dati sono 
stati espressi come la media ± ES dei rapporti di induzione rispetto al controllo(N=6). 
Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (p<0.05, ANOVA a 1 
via seguita dal Bonferroni t-test). 
Nella ghiandola digestiva il gene catalasi è significativamente sotto-espresso rispetto ai 
valori di controllo nei mitili esposti alla miscela FX+PROP, mentre non ci sono 
variazioni significative negli organismi esposti alla FX o al PROP (Fig. 4.7). 
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Fig 4.8. Variazioni dei livelli di espressione del gene glutatione s-transferasi nella 
ghiandola digestiva dei mitili esposti a fluoxetina (FX), 0,3 ng/L, propranololo 
(PROP),0,3 ng/L e alla miscela dei due farmaci (FX + PROP), 0,3ng/L+0,3 ng/L. In 
parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato mantenuto nelle stesse 
condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi trattamenti. L’espressione 
genica è stata valutata mediante  PCR semiquantitativa come riportato nei materiale e 
metodi. I dati sono stati espressi come la media ± ES dei rapporti di induzione rispetto 
al controllo(N=6). Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative 
(p<0.05, ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
 
Nella ghiandola digestiva il gene glutatione S-transferasi è significativamente sotto-
espresso rispetto ai valori di controllo nei mitili esposti alla miscela FX+PROP, mentre 
non ci sono variazioni significative negli organism esposti alla FX o al PROP (Fig. 
4.8). 
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Fig 4.9. Variazioni dei livelli di espressione del gene superossido dismutasi nella 
ghiandola digestiva dei mitili esposti a fluoxetina (FX),0,3 ng/L, propranololo 
(PROP),0,3 ng/L e alla miscela dei due farmaci (FX + PROP),0,3ng/L+0,3 ng/L. In 
parallelo, un gruppo di organismi di controllo (ctr) è stato mantenuto nelle stesse 
condizioni sperimentali degli organismi esposti ai diversi trattamenti. L’espressione 
genica è stata valutata mediante  PCR semiquantitativa come riportato nei materiale e 
metodi. I dati sono stati espressi come la media ± ES dei rapporti di induzione rispetto 
al controllo(N=6). Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative 
(p<0.05, ANOVA a 1 via seguita dal Bonferroni t-test). 
Nella ghiandola digestiva il gene superossido dismutasi è significativamente sotto-
espresso rispetto ai valori di controllo nei mitili esposti a FX , PROP e alla miscela dei 
due farmaci (FX+PROP)  (Fig. 4.9). 
  a 
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5. DISCUSSIONI E CONCLUSIONI 
 
 
I residui dei farmaci, sia ad uso umano che veterinario,  sono presenti in ambiente in 
concentrazioni che vanno da ng a µg/L, risultando contaminanti emergenti largamente 
diffusi negli ecosistemi acquatici e terrestri (Santos et al., 2010). Poiché continuamente 
introdotti e non efficacemente rimossi, i farmaci e i loro derivati sono da considerarsi 
pseudo-persistenti, e generano preoccupazione per la salute degli animali acquatici e un 
rischio teorico per chi si alimenta di tali organism . 
Studi ecotossicologici rivelano che gli effetti acuti su crostacei, alghe e larve di pesci 
sono provocati da concentrazioni di farmaci dell’ordine dei mg/L, mentre quelle 
misurate nelle acque è mediamente cento-mille volte inf riore (Fent et al., 2006). 
Tuttavia, dati recenti mostrano che i farmaci si possono bioaccumulare ed avere effetti a 
lungo termine. Soprattutto occorre tener presente che i farmaci sono sintetizzati per 
produrre effetti biologici intensi ed avere come effetto collaterale una bassa tossicità 
acuta. Pertanto, non è da escludere che effetti nocivi in specie non-bersaglio possano 
essere indotti anche a basse concentrazioni a fronte di un’esposizione ai farmaci a lungo 
termine e continua, se tali specie sono dotate di opportuni recettori conservati durante 
l’evoluzione. Tuttavia, potrebbero avere effetti inattesi se i bersagli molecolari sono 
conservati ma hanno una differente funzione. Inoltre, i farmaci manifestano effetti 
collaterali se usati a dosi elevate o per lungo tempo. É possibile che tali effetti siano 
indotti dai farmaci ambientali negli organismi non bersaglio, magari a basse dosi se 
questi animali sono più sensibili dell’uomo o degli an mali di allevamento. 
Studi precedenti hanno dimostrato che diversi residui farmaceutici somministrati a 
concentrazioni compatibili con quelle ambientali sono in gradi di alterare le risposte 
antiossidanti nei mitili (Martin-Diaz et al., 2009; Gonzalez-Rey e Bebianno, 2011); 
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infatti, l’induzione dello stress ossidativo sembra essere uno fra gli effetti di tossicità 
comuni alla maggior parte dei farmaci studiati finora. 
Diverse risposte adattative, come ad esempio l’induzione di sistemi enzimatici di 
citorpotezione, possono essere attivate in risposta ad un stress ossidativo. Queste 
risposte sono anche largamente utilizzate come biomarkers di esposizione ad agenti 
ossidanti, evidenziando fenomeni di tossicità in ambienti contaminati (Viarengo et al., 
2007).  
In questo lavoro di tesi è stato messo a punto un protocollo di PCR semi-quantitativa, 
per la valutazione dell’espressione dei geni codificanti per 3 enzimi-antiossidanti, 
catalasi (CAT), glutatione S-transferasi (GST) e superossido dismutasi (SOD), al fine di 
ottenere uno strumento di indagine più sensibile e più informativo dei processi di 
tossicità potenzialmente indotti dai farmaci (Franzellitti et al., 2010).  
Tale approccio è stato impiegato per valutare la risposta anti-ossidante in mitili esposti 
in vivo a fluoxetina (FX), propranololo (PROP), e la miscela dei due farmaci (FX+ 
PROP). I profili di espressione genica sono stati vlutati nella ghiandola digestiva, sito 
principale di bioaccumulo e del metabolismo degli xenobiotici. 
In una prima serie di esperimenti sono stati valutati gli effetti a concentrazioni crescenti 
dei singoli farmaci (0.3 – 3000 ng/L per FX, 0.3 - 0000 ng/L per PROP). I risultati 
hanno dimostrato che FX causa una generale diminuzio e dell’espressione dei geni 
CAT. Per quanto riguarda i geni codificanti per GST e SOD si osservano variazioni 
significative soltanto ad una concentrazione di FX, 300 e 3 ng/L rispettivamente, 
rispetto ai livelli espressi nel controllo. Per comprendere questi risultati, bisogna tener 
presente il ruolo dei tre enzimi nella risposta anti-ossidante. Infatti, la superossido 
dismutasi (SOD) converte l’anione superossido (OH·−) in H2O2 che è successivamente 
convertito in acqua e ossigeno dalla catalasi (CAT) (Regoli, 1998). La glutatione-s-
transferasi (GST), invece, è un enzima coinvolto nella fase II nel metabolismo degli 
xenobiotici catalizzando la coniugazione dei prodotti della fase I con il glutatione. 
Pertanto, la riduzione dei livelli di espressione di CAT non sempre accompagnata dalla 
significativa variazione dei livelli di espressione di SOD e GST, può indicare che il 
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sistema anti-ossidante non è in grado di adattarsi in modo efficiente all’alterazione 
indotta dall’esposizione a FX, portando ad un progressivo aumento dei livelli di stress. 
A supporto di questa ipotesi, analisi condotte nel nostro laboratorio sugli stessi mitili 
hanno dimostrato che FX induce un progressivo aumento dei livelli destabilizzazione 
delle membrane lisosomiali, indice del progressivo aumento dei livelli di stress 
fisiologico degli organismi. Questo dato, inoltre, ben si correla con la significativa 
riduzione dei livelli di espressione di CAT, GST e SOD osservate.  
Occorre ricordare che  la risposta enzimatica alla tossicità chimica mostra tipicamente 
un andamento “a campana” con un incremento iniziale dovuta alla sintesi degli enzimi, 
seguita da una diminuzione dell’attività enzimatica dovuto ad un maggiore tasso 
catabolico e/o dalla diretta inibizione dell’attivià delle molecole enzimatiche, da parte 
dei componenti tossici (Viarengo et al., 2007). Si può pertanto ipotizzare che alle 
concentrazioni di esposizione più elevate i livelli di stress siano troppo alti per 
permettere il mantenimento di livelli di sintesi proteica adeguati alle mutate condizioni 
fisiologiche. Inoltre, studi in vivo sul pesce rosso Carassius auratus hanno mostrato che 
FX può indurre una significativa riduzione del tasso metabolico a concentrazioni di 
esposizione di 540 ng/L e 54 µg/L (Mennigen et al., 2010), riducendo la disponibilità di 
risorse energetiche per far fronte alla situazione di stress.  
Per quanto riguarda gli effetti del PROP, i risultati ottenuti mostrano che nei mitili 
esposti a concentrazioni crescenti del farmaco i geni CAT e SOD risultano 
progressivamente sovra-espressi rispetto al controllo, anche se in maniera non 
significativa mentre i livelli di espressione di GST non sono significativamente alterati. 
Questi dati sono in apparente disaccordo con quelli riportati da Franzellitti et al. (2011), 
in cui nei mitili esposti a PROP nelle stesse condizioni sperimentali utilizzate nella 
presente Tesi l’attività dell’enzima CAT aumenta significativamente tra 0.3 e 30 ng/L e 
diminuisce a concentrazioni più elevate, mentre l’attività di GST aumenta 
progressivamente con l’aumentare della concentrazione di esposizione. Questo 
apparente disaccordo può essere legato ai molteplici meccanismi di controllo che 
regolano la sintesi proteica, a tutti gli stadi di regolazione (trascrizione genica, 
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maturazione degli mRNA, traduzione), che possono, peraltro, avere diversi tempi di 
risposta (Khodursky et al., 2003).  
Nella seconda fase sperimentale, sono stati valutati gli effetti della miscela dei due 
composti, le cui concentrazioni nella miscela rappresentano i livelli ambientali. I dati 
ottenuti indicano FX e PROP possono avere effetti in erattivi sulla regolazione dei tre 
geni coinvolti nella risposta antiossidante, analogmente a quanto rilevato in precedenza 
in precedenti lavoro di Tesi (Tosarelli, Tesi Magistrale in Biologia Marina, A.A. 2011; 
Inzolia, Tesi Magistrale in Biologia Marina, A.A. 2011), in  cui tali effetti sono stati 
dimostrati su parametri correlati con il meccanismo di azione terapeutica dei due 
farmaci. In presenza della miscela si osserva una riduzione significativa dell’espressione 
del gene CAT, del gene GST mentre non ci sono effetti sul gene SOD.  
 
In conclusione, concentrazioni di propranololo e fluoxetina nell’intervallo di quelle 
misurate in ambiente possono generare significativi effetti sui geni CAT, GST, e SOD, 
principali mediatori della risposta allo stress ossidativo. Come riscontrato in precedente 
letteratura (per review vedi Viarengo et al., 2007), l’attività o l’espressione degli enzimi 
antiossidanti risente molto dello stato fisiologico dei mitili, e della stagionalità, quindi il 
ruolo degli enzimi antiossidanti come biomarker deve ssere interpretato all’interno di 
batterie più ampie di risposte subletali degli organismi sentinella. Questi risultati, 
ottenuti a concentrazioni circa 1.000 volte inferiori rispetto a quelle efficaci nei test 
ecotossicologici acuti, dimostrano comunque che i farmaci possono avere effetti sugli 
organismi anche a concentrazioni molto basse come quelle ambientali. In particolare, 
poiché gli effetti ossidativi sono i più comuni effetti collaterali dei farmaci nell’Uomo 
che ne assuma elevate quantità o somministrazioni prolungate nel tempo, possiamo 
affermare che questi effetti hanno luogo anche negli organismi non-target, a 
concentrazioni basse e dopo soli 7 giorni di esposizi ne. I dati della tesi non dimostrano 
che propranololo e fluoxetina hanno effetti deleteri sulle popolazioni o le comunità dei 
molluschi, ma debbono essere considerati come indicator  della vulnerabilità degli 
animali a questi composti. 
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Dal punto di vista ambientale questo approccio, basato sullo studio di endpoint 
molecolari correlati con i meccanismi di risposta allo stress, fornisce informazioni 
predittive circa i processi che portano ai fenomeni di tossicità e permette di classificare 
sia il propranololo che la fluoxetina come farmaci che meritano un’attenzione 
particolare in relazione ai possibili effetti deletri sugli organismi marini 
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